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論文内容要旨
研究目的
 クローン病は遺伝的・環境的因子が関与する多因子病と考えられている。これまでの解析から,
 クローン病の感受性遺伝子の1つはHLA領域を含む第6染色体短腕に存在すると考えられ,ま
 た日本人クローン病ではHLA-DQB1*04,DRB1*04との相関も報告されている。本研究の目的
 は,感受性候補遺伝子であるHLA遺伝子多型と日本人クローン病全体との相関を,さらに臨床
 表現型との相関を症例一対照研究で解析することである。
研究方法
 本研究は,2セットの症例一対照サンプルを用い,最初の症例一対照セット{第1セット;ク
 ローン病患者(以下CD)111例,健常対照者(HC)149例}における相関解析で仮説を提起し,
 その仮説を第2セット(CD107例,HC149例)で検定する方法を採用した。
 対象遺伝子は,HLA-A,B,DPB1,DQB1,DRB1で,DNAダイビングにはPCR-sequence
 specificprimer(SSP)法を用いた。CDとHCの比較は,1座位毎の対立遺伝子頻度(onelocus
 解析)と,隣接した2座位のハプ日夕イプ頻度を用いて行った(twoloci解析)。onelocus解析
 では,populationdifferentia七iontestにて両群の対立遺伝子分布全体の差について検定した後,
 有意差ありと判定された遺伝子について有意差検定を行い相関する対立遺伝子を同定した。さら
 に,相関を示した対立遺伝子とCDの各臨床表現型(病型・診断時年齢・肛門部病変の有無)に
 ついても,相関解析を行った。twoloci解析では,Estima七edhaplotype(以下EH)program
 とdirectcountingを用いたX2検定を用いた。
結果
 a)第1セットを対象にonelocus解析を行った結果,HLA-DQB1,DRB1のみにCDとHC
 間の対立遺伝子分布に有意差を認めた。
 b)a)で有意差を認めたHLA-DQB1,DRBlの対立遺伝子のうち,HLA-DQB1*04,DRBm4,
 *15においてCDでの対立遺伝子頻度に有意差を認めた。
 c)CDとの相関を認めた対立遺伝子の各臨床表現型別の検討では,病型別分類で小腸型クロー
 ン病と大腸型クローン病においてHLA-DQB1*04,DRB1*04の対立遺伝子頻度の有意な上
 昇を認めた。また,小腸大腸型クローン病においてDRBl*15対立遺伝子頻度の有意な低下
 を認めた。その他の臨床表現型とは相関を認めなかった。
 d)HLA-A,B,DPB1,DQB1,DRB1に関してEHprogramを用いてtwoloci解析を行っ
 一30一
 たが,相関を認めなかった。
 e)上記より,i)日本人クローン病とHLA-DQB1*04,HLA-DRB1*04,*15が相関する,H)
 HLA-DQB1*04,DRB1*04は小腸型クローン病,大腸型クローン病と相関する,逝)DRB
 1*15は小腸大腸型クローン病のみと相関する,という仮説がたてられたため,第2セット
 を用いて仮説の検定を行ったところ,HLA-DQB1*04,DRB1*04の対立遺伝子頻度がCD
 において有意に上昇し,さらに臨床表現型別検討でも小腸型クローン病のみに同様の相関を
 認め,HLA-DQB1*04,DRB1*04と日本人小腸型クローン病が相関することのみが2段階
 で確認された。
 f)HLA-DQB1*04,DRB1*04と小腸型クローン病との相関をさらに詳細に解析するため,
 HLA-DQB1*04,DRB1*04の対立遺伝子を持つ検体でサブタイプ解析を施行したところ,
 HLA-DQB1*0401,*0402及びDRB1*0405,*0410の対立遺伝子が小腸型クローン病と強い
 相関を示した。
 g)twoloci解析で各ハプロタイプのdirectcountingを施行したところ,小腸型クローン病と,
 ハプロタイプHLA-DQBl*0401-DRBl*0405及びHLA-DQBl*0402-DRB1*0410との相関
 を認め,HLA-DQB1*04,DRB1*04と小腸型クローン病との相関がハプロタイプとしての
 相関であることが示された。
結論
 日本人小腸型クローン病が対立遺伝子HLA-DQB1*04,HLA-DRB1*04と相関することより,
 日本人小腸型クローン病は他の病型と異なる遺伝的背景を持つこと,その疾患感受性遺伝子は,
 ハプロタイプHLA-DQB1*04-DRB1*04と連鎖不平衡を示していることが示唆された。これま
 で日本人クローン病においてHLA-DQBl*04,DRB1*04との相関は報告されているが,病型別
 に検討して相関が認められた報告は本研究が初めてである。
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 審査結果の要旨
 クローン病は多因子疾患であり,その発症に遺伝的因子の関与が考えられている。クローン病
 の感受性遺伝子の1つはHLA領域を含む第6染色体短腕に存在すると考えられ,また日本人患
 者ではHLA-DQB1*04,DRB1半04との相関も報告されている。また,クローン病の臨床表現型
 によって遺伝的背景が異なる可能性が示唆されているため,本研究では,クローン病感受性候補
 遺伝子であるHLA遺伝子多型とクローン病全体,さらに臨床表現型との相関を症例一対照研究
 で解析した。
 本研究では,2セットの症例一対照サンプルを用い,最初の症例一対照セット{第1セット;
 クローン病患者(CD)111例,健常対照者(HC)149例1で認められた有意差が,第2セット
 (CD107例,HC149例)でも認められた場合,相関ありとするtwoset解析を施行した。対象
 遺伝子のHLA-A,B,DPB1,DQB1,DRB1のダイビングにはPCR-sequencespecific
 primer(SSP)法を用いた。解析には,1座位の遺伝子頻度(onelocus解析)と,隣接した2
 座位のハプロタイプ頻度(twoloci解析)を用いた。onelocus解析では,populationdifferen-
 tiationtestにて対立遺伝子分布の差を認めた遺伝子について検定を行い,有意差を示した対立
 遺伝子では各臨床表現型(病型・診断時年齢・肛門部病変の有無)でも検定を行った。twoloci
 解析では,HLA-DQB1-DRB1ハプ日夕イプ頻度を直接計算して検定を行った。
 その結果,HLA-DQB1*04,DRB1*04の対立遺伝子頻度がクローン病群で上昇しており,病
 型別では小腸型クローン病のみとの相関が確認された。その他の臨床表現型とは相関を認めなかっ
 た。また,HLA-DQB1*04,DRB1*04のサブタイプ解析で,HLA-DQB1*0401,*0402及び
 DRB1*0405,*0410が小腸型と強い相関を示していることが確認された。またtwoloci解析で
 は,小腸型クローン病とハプロタイプHLADQB1*0401-DRB1*0405及びHLA-DQB1*0402-
 DRB1*0410との相関を認め,HLA-DQB1*04,DRB1*04と小腸型クローン病との相関がハプ
 ロタイプとしての相関であることが示された。
 本研究結果では,日本人小腸型クローン病は対立遺伝子HLA-DQB1*04,HLA-DRB1*04と
 相関しており,他の病型と異なる遺伝的背景を持つことが示唆された。これまでにも日本人クロー
 ン病とHLA-DQB1*04,DRB1*04との相関は報告されているが,病型別での検討で小腸型クロー
 ン病のみに相関が認められたのは本研究が初めてである。審査の結果,本論文内容が学位に十分
 値するものと考えられた。
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